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(1) 免疫染色と RT-PCR 法によるリンパ節微小転移のマッピング
1998 年 6 月から 12 月に当料で切除した大腸癌症例 11 例(リンパ節転移陰性 6 例、陽性 6 例)より得た所属リン
パ節 237 個を対象とした。リンパ節の解剖学的位置を記録後、半割し、一方より HE 染色とサイトケラチンの免疫染
色による組織学的検査を行い、他方より RNA を抽出し CEA、 CK20 をマーカーとして RT-PCR を施行した。非癌手
術症例のリンパ節目個を陰性コントロールとした。
(2) リアルタイムモニタリングシステムによるリンパ節中の癌細胞の定量
大腸癌 7 例の所属リンパ節 102 個を対象とした。各リンパ節に対して CEA をマーカーとし従来の RT-PCR 法を行
い、次に rea1time RT-PCR を施行した。 CEA を発現する ce1l 1ine (MKN45) の 106 ，"，-， 1 個の希釈系列に正常リンパ
球を加えて各系列の総数を 106 個とし、これより抽出した RNA よリ CEA の標準検量線を描き、これをもとに、各
リンパ節由来の CEARNA の発現量を計測した。 Housekeeping Gene である PBGD (Porphobilinogen deaminase) 
によって CEA値を補正して、従来の RT-PCR 法の結果と比較検討した。
[成績】
(1) 免疫染色と RT-PCR 法による微小転移リンパ節のマッピング
非癌患者では、陽性とならない PCR 条件をまず設定し、大腸癌 11 病変の 237 個のリンパ節について RT-PCR を
行った。 HE 染色で転移を認めたリンパ節 20 個での CEA、 CK20mRNA をマーカーとする RT-PCR の陽性率は 95%
および 100%であった。 HE 染色で、転移を認めなかったリンパ節 217 個中、免疫染色では 13 個 (6.0%) の、 RT-PCR
法では 57 個 (26.3%) のリンパ節に微小転移細胞が検出され、 RT-PCR 法は免疫染色の 4 倍以上の感度を示した。
RT-PCR 法によるリンパ節 mapping の結果、 11 例中 9 例に微小転移を認めた。リンパ節転移陰性 6 例中 4 例、 1 群
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リンパ節転移陽性 3 例中 2 例、 2 群リンパ節転移陽性 2 例中 2 例の遠位リンパ節に微小転移を認、め、微小転移は組織
学的転移陽性リンパ節の遠位リンパ節に高率に存在することが明らかとなった。
(2) リンパ節中の癌細胞の定量
CEA RNA の発現量は非癌患者のリンパ節で、は測定感度以下で、あった。 HE 染色で転移を認めたリンパ節、 HE 染
色では転移を認めないが従来法の RT-PCR で陽性であったリンパ節、 RT-PCR 陰性のリンパ節の平均値は各々、 9.97 、











をマーカーとした定性 RT-PCR 法により大腸癌微小転移の解剖学的な広がりと臨床経過について prospective に検討
した。さらに Realtime PCR 法による大腸癌リンパ節中の微小癌細胞の定量化を行い、再現性のある臨床応用可能な
検査法をはじめて確立した。
その結果、 1) 定性 RT-PCR 法により病理学的転移陰性症例にも微小リンパ節転移を高率に認め、遠位リンパ節に
まで広範に微小転移をきたした症例では早期再発を認めた。 2) CEA mRNA の定量のための検量線の描出には、
MKN45 胃癌細胞株をヒト正常リンパ球により段階希釈した系列を作成し、 RNA 量の補正には、 housekeeping gene 
である PBGD を用いた。これらの定量コントロールによって、高度に再現性のある測定系が得られた。 102 個のリン
パ節(病理学的転移陽性 16 個、陰性 86 個)を定量化した結果、病理学的転移陰性で、あっても、 CEA 発現量は極め
て多様であり、転移陽性リンパ節と同程度の癌細胞量を有するリンパ節が相当数存在することが明らかとなった。
病理学的転移陽性リンパ節は、重要な予後因子であることが知られており、定量 RT-PCR 法によって、転移陽性リ
ンパ節と同程度の癌細胞量を有するリンパ節を判別することは、臨床的に重要と考えられる。さらに、定量 RT-PCR
法による微小転移診断により、定性 RT-PCR 陽性リンパ節の中でも、癌細胞の多寡の分別が可能である。その再現性
のある検査特性は、今後、臨床検査として臨床的に意義のある転移癌細胞量の決定に役立ち、外科診断学の発展に大
きく寄与することが期待されるものであり、博士の学位に値するものと認める。
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